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33. Virologia Molecular

Hepatitis cronica asociada al virus de Hepatitis E en un paciente con trasplante
hepético y posterior desarrollo de malignidad hematolégica

Ramirez, Gabriel (gabrielramirezm@hotmail.com); Mirazo, Santiago (Orientador).

Seccibn Virologia, Facultad de Ciencias. Universidad de la Republica (UdelaR)

Resumen
La infeccion por el virus de la Hepatitis E (HEV) es una enfermedad emergente de creciente
preocupacion en areas no endémicas y paises desarrollados. En los ultimos afios, se han
descubierto aspectos desconocidos con respecto a la infeccién por HEV, como la posibilidad
de que la enfermedad se convierta en crénica en personas inmunocomprometidas y en

pacientes con trasplante de 6rgano sélido.

Aqui se presenta un caso autéctono de infeccion cronica por HEV, en un hombre trasplantado
de higado, con la posterior reactivacion del virus de Epstein-Barr (EBV) y el desarrollo de
malignidad hematologica, en forma de linfoma de Burkitt. Con un tratamiento de 9 semanas
de tratamiento con ribavirina y posterior quimioterapia, el paciente tuvo una evolucion

favorable y se recuper6 completamente sin secuelas.

Con el objetivo de estudiar la evolucion clinica y paraclinica del paciente, se procedié a
observar los cambios histologicos en las biopsias hepéticas y niveles de enzimas hepaticas a
lo largo del seguimiento. Asi mismo, se determind la carga viral en el suero del paciente,
observando su evolucién mensual luego del comienzo del tratamiento con ribavirina. Por su
parte, la cepa cronica de HEV fue sometida a un analisis filogenético para clasificarla

genotipicamente.

El presente estudio demostré la presencia del primer caso de hepatitis E crénica en Uruguay.
Tratdndose de un HEV-3, que estaba relacionado filogenéticamente con aislados humanos y
porcinos reportados en Uruguay. El presente trabajo pretende comprender la sintomatologia
de esta enfermedad en paciente inmunocomprometidos, como asi mismo ser un aporte de

conocimiento al desarrollo de cronicidad en hepatitis E.

Palabras clave: Virus de la Hepatitis E, Leucemia de Burkitt, Epstein-Barr, hepatitis E crénica.
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Introduccioén

Descripcion e importancia en salud publica

La hepatitis E es una enfermedad hepética, cuyo agente etioldgico es el virus de la Hepatitis
E (HEV). La Organizacion Mundial de la Salud, estima que por afio existen 20 millones de
casos, de las cuales solo 3 millones son sintomaticos y 56.600 culminan con la muerte (OMS,
2017). Si bien, en pacientes inmunocompetentes la infeccion es autolimitada y presenta una
tasa de mortalidad relativamente baja (1-4%). En mujeres embarazadas la tasa de mortalidad
asciende a un 20% vy la infeccion puede presentar complicaciones en el desarrollo del
embarazo (Pérez-Garcia et al. 2017). Mientras que en pacientes inmuno comprometidos, la
probabilidad de contraer una infeccién crénica, hepatitis fulminante y/o manifestaciones extra
hepéaticas, aumenta considerablemente (Kemar et al., 2013; Bazerbachi et al., 2016; Nan et
al., 2016).

Esta enfermedad tiene una distribucion mundial y el nimero de casos aumenta cada dia, a
pesar de ello la misma es desconocida para el publico en general de paises desarrollados.
Debido a que la mayoria de las infecciones son asintomaticas, la prevalencia de esta
enfermedad sigue siendo aun sub-diagnosticada. Lo que presenta un riesgo para la salud
publica, especialmente de aquella poblacion de riesgo (embarazadas, inmunodeprimidos y
pacientes con enfermedad hepatica subyacente) donde la probabilidad de falla hepatica

fulminante aumenta (Capai et al. 2018).
Clasificacién genética y epidemiologia

HEV pertenece a la familia viral Hepeviridae, la cual se subdivide en los géneros
Orthohepevirus y Piscihepevirus (Smith et al., 2014). Los miembros de esta familia han sido
identificados en un amplio rango de hospederos animales (primates, cerdos, jabalies, ciervos,
conejos, mangostas, hurones, ratas, gallinas y truchas). La mayor cantidad de cepas
identificadas se encuentran en el género Orthohepevirus, que a su vez se divide en las
especies A, B, C y D. Dentro de la especie Orthohepevirus A, se encuentran los cuatro
genotipos de mayor relevancia en salud publica (HEV-1, HEV-2, HEV-3 y HEV-4), capaces de
infectar humanos. Por otra parte, se encuentran los genotipos 5 y 6 (HEV-5, HEV-6),

descriptos Unicamente en jabalies salvajes (Doceul et al., 2016). También, se encuentra el
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genotipo 7 (HEV-7), descripto en camellos y recientemente en humanos (Lee et al., 2015). Y,
por ultimo, el genotipo 8 (HEV-8) reportado Unicamente en camellos (Sridhad et al., 2017).

Los genotipos HEV-1 y HEV-2, infectan solo a los humanos y estan asociados con grandes
epidemias transmitidas por agua contaminada en areas tropicales y subtropicales. Son los
genotipos de mayor relevancia en paises endémicos, en donde las condiciones sanitarias son
precarias. En cambio, los genotipos HEV-3 y HEV-4 estan presentes en humanos y otros
animales, y son la principal causa de casos autdctonos de hepatitis E en los paises
industrializados. Siendo los de mayor preocupacion en paises no endémicos, debido a su
potencial zoonético y emergente, donde los casos suelen ser esporadicos (Doceul et al., 2016;
Khuroo et al., 2016).

Caracteristicas del virién y organizaciéon genémica

El virus de la Hepatitis E (HEV) es un virus no envuelto, de genoma ARN simple hebra y
polaridad positiva, de 7.2 kb (Emerson et al. 2003; Cao et al., 2012). EI ARN gendmico
presenta un cap de 7’-metil-guanosina en su 5’, luego del cual se encuentran tres marcos
abiertos de lectura parcialmente solapados. El primero (ORF1), codifica para una poliproteina
no estructural precursora de las enzimas virales. El segundo (ORF2), codifica la proteina
estructural de la cdpside, cuya glicosilacion en el reticulo endoplasmatico es importante para
forma particulas virales infectivas. Por ultimo, el tercer marco abierto de lectura (ORF3),
codifica para una pequenfa fosfoproteina involucrada en la replicacion del virus, y que se ha
encontrado asociada al citoesqueleto de la célula hospedera. En su extremo 3’, el genoma
viral culmina con una corta regién no codificante (3’NCR) y una larga cola poli-A, de una

extensién aproximada de entre 150 y 200 nucleétidos (Panda et al., 2013).
Vias de Transmision

La principal via de transmision de HEV es la ruta fecal-oral, a través de la ingesta de comida
y aguas residuales contaminadas. A su vez, la transmision zoondtica contribuye
considerablemente a la transmision de HEV-3 y HEV-4. Tanto por el contacto directo con
animales salvajes y domésticos infectados (jabalies, ciervos, conejos y cerdos), como con sus
heces. Asimismo, con el consumo de carne contaminada, proveniente de los mismos (Yugo

et al. 2013). También se ha detectado la presencia de mariscos y vegetales contaminados por
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HEV, por lo que su consumo puede ser una potencial via de transmision (Brassard et al., 2012;
Gao et al., 2015).

La transmision persona-persona es una via poco frecuente, pero que contribuye a la
propagacion del virus en epidemias que ocurren en regiones donde las condiciones de higiene
son insalubres (Khuroo et al., 2016). Otra ruta de infeccion, no menos relevante es la
transmision vertical, entre una madre que cursa una infeccién por HEV y su bebe en periodo
de gestacion (Kumar et al., 2004). Siendo esta una de las tantas probleméaticas que puede
surgir durante el embarazo si se contrae Hepatitis E. Ya que se tienen descripto varios casos
de prematuridad, aborto y mortalidad perinatal durante el transcurso de la enfermedad (Prasad
et al., 2016).

Por dltimo, existe la transmision parenteral, a través de transfusiones y trasplantes con sangre
u 6rganos contaminados, la cual constituye una gran preocupacion ya que el donador no es
consciente de que otorga una muestra contaminada. Esto sumado a que generalmente la

infeccion transcurre de forma asintomatica (Khuroo et al., 2016; Izopet et al., 2017).
Presentacion clinica, manifestaciones extra-hepaticas e infeccidn cronica

HEV en la mayoria de los casos causa una enfermedad autolimitada, que dura de unos dias
a semanas, con un promedio de 4 a 6 semanas. Sin embargo, en los paises desarrollados
puede causar enfermedades crénicas con progresion rapida a la cirrosis, especialmente en
pacientes que son trasplantados, tienen tumores malignos hematolégicos que requieren
guimioterapia o tienen infeccion por VIH. La enfermedad presenta un periodo de incubacion
de 2 a 6 semanas, donde luego aparecen los sintomas comunes asociados a hepatitis aguda,
como fiebre, nduseas, dolor abdominal, vomitos, anorexia, malestar general, hepatomegalia
y en algunos casos ictericia. Si bien es poco comun, algunos pacientes desarrollan una lesién
hepatica grave que se manifiesta como insuficiencia hepatica subaguda o aguda (o
fulminante). Aquellos pacientes que presenten previamente una enfermedad crénica hepatica,

tienen mayor riesgo de agravar su presentacion clinica (Guerra et al. 2014).

Los casos de hepatitis E crénica involucran casi exclusivamente infecciones con el genotipo
3, aunque se ha reportado un caso de enfermedad crénica en un nifio con leucemia
linfoblastica aguda con el genotipo 4 de HEV (Geng et al. 2014). Las manifestaciones extra-

hepaticas de la hepatitis E pueden ocurrir en las fases aguda y crénica. Entre ellos, las
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complicaciones neuroldogicas son las mas comunes, sin embargo, también pueden
presentarse manifestaciones renales, pancreaticas, hematolégicas y reumatolégicas (Guerra
et al. 2014).

Hepatitis E en Uruguay: Una virosis emergente

Desde hace unos 25 afios el HEV ha venido siendo detectado y caracterizado en varios paises
de Latinoamérica (Fierro et al., 2016). Sin embargo, los primeros casos clinicos en Uruguay
fueron detectados en el afio 2009. Desde entonces, a pesar de ser considerado un pais no
endémico, el numero de casos ha ido en aumento (Mirazo et al., 2011, 2013). El primer caso
autoctono reportado, pertenecio a una cepa de HEV-3, y al igual que el resto de la regién, en
nuestro pais dicho genotipo es el mas prevalente entre los humanos (Mirazo et al., 2011,
Fierro et al., 2016, Mirazo et al. 2018). Posteriormente, se detecté en un paciente la presencia
de HEV-1, siendo este el primer caso autdctono registrado en Uruguay para dicho genotipo
(Mirazo et al., 2014a).

Las cepas de HEV-3 autdctonas halladas en pacientes, estan filogenéticamente relacionadas
con cepas de cerdos europeos, precisamente de Alemania (Mirazo et al., 2016). Por lo que el
origen zoondtico de estos casos no resultaria sorprendente. Sibien la epidemiologia molecular
de este virus en sus reservorios naturales, sigue siendo un terreno desconocido para nuestro
pais. Recientemente, se han encontrado cerdos domésticos y jabalies salvajes, positivos para
HEV. Cuyas cepas, contienen una alta identidad nucleotidica con respecto a las cepas

humanas reportadas para Uruguay (Mirazo et al., 2018).

Los actuales estudios de Hepatitis E en Uruguay y la region, han demostrado que HEV es un
problema de actualidad. El potencial zoonético y el caracter emergente de este virus
presentan un riesgo en salud publica. Por lo que estudios de epidemiologia molecular, tanto
en humanos, como en animales salvajes y de granja, pueden ayudar a prevenir el nimero de
casos autéctonos en nuestro pais. Evitando asi, la dispersion de este virus y aportando
conocimiento de la enfermedad a nuestra poblacion.

Objetivos

1. Estudiar en detalle un caso unico de hepatitis E crénica y posterior desarrollo de

malignidad hematoldgica en un paciente con trasplante hepatico.
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2. Estudiar la evolucion clinica y paraclinica del paciente, poniendo énfasis en sus niveles

de enzimas hepaticas, carga viral pre y post-tratamiento.

3. Caracterizar molecularmente en forma preliminar la cepa de HEV responsable de la
hepatitis cronica.

Materiales y Métodos

Caso: En enero de 2016 se identifica un paciente masculino de 62 afos receptor de trasplante
hepéticos en el afio 2014 con enzimograma hepatico alterado detectado en rutina de control
post trasplante. Se estudidé en una primera instancia la presencia de hepatitis viral A, By C,
Citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (EBV) y otras etiologias causantes de la

alteracion.

Paraclinica: Monitoreo paraclinico durante 21 meses de las enzimas hepaticas aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT). Se le realizaron biopsias hepaticas
al paciente, como también la observacion de los cambios histolégicos en las mismas, a lo

largo del seguimiento clinico.

Deteccion de HEV y Real time PCR cuantitativa: La identificacion de HEV se realizd
mediante pruebas seroldgicas para evidenciar la presencia de IgG especifica y anticuerpos
IgM contra este virus (recomWell HEV IgG / IgM, Mikrogen, Alemania). Como también a través
de ARN de HEV, mediante retrotranscripcion seguida de una PCR anidada (RT-nPCR) de una
region 287 pb dentro del genoma viral en el suero y muestras de heces del paciente. Se
cuantific6 mensualmente la carga viral del paciente luego de iniciado el tratamiento con
ribavirina, mediante PCR cuantitativa en tiempo real y utilizando la tecnologia SYBR Green.
Para ello se amplifico un fragmento genémico de 137 pares de bases (pb), que solapa entre
el ORF2 y ORF3 del genoma de HEV, tomando de referencia el protocolo descripto por Inoue

et al. (2006) con modificaciones.

Tratamiento con ribavirina, Linfoma de Burkitt y activacién de EBV: En 2017 de febrero
se inicid un tratamiento con ribavirina (1200 mg / dia), durante 9 semanas. Una vez
suspendido, mediante el analisis histolégico de una nueva biopsia hepatica se verifico el
trastorno linfoproliferativo postrasplante en forma de linfoma de Burkitt. A lo que se procedio

detectar la activacién EBV mediante deteccién molecular por PCR en el suero del paciente.
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Analisis filogenético DE HEV: Se amplificé por retrotranscripcion seguida de PCR anidada
(RT-nPCR) un fragmento de 287 pares de bases (pb) ubicado en el extremo 5’ del genoma
de HEV, correspondiente al gen de la metiltransferasa. EI mismo fue secuenciado para su
identificacion y andlisis filogenético. El arbol filogenético fue generado con el algoritmo de
neighbor-joining y utilizando Tamura-Nei como modelo evolutivo. Se realizaron 1000 réplicas
de boostrap.

Resultados y Discusion
En enero de 2016 (1 afio y 6 meses postrasplante) el paciente presento elevacion asintomatica
en los niveles de enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT)(Fig.1). Por su parte, la biopsia hepatica evidencié un infiltrado
inflamatorio lobular denso compuesto principalmente por neutréfilos, descartando el rechazo
agudo o hepatotoxicidad (Fig. 2a). Mostrando elementos compatibles con una hepatitis aguda,
aun sin etiologia definida. Posteriormente, las enzimas hepéticas disminuyeron
espontaneamente pero no lograron la normalidad. En marzo de 2016, se present6 elevacion

recurrente y se reinicio el tratamiento con esteroides sin respuesta (Fig.1).
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Figura 1. Niveles de las enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT)
alo largo del tiempo (meses). Se muestran los resultados de la PCR del virus de la hepatitis E (HEV) y Epstein-
Barr (EBV). Se indican los periodos de aumento y disminucion de la inmunosupresion (IS), la terapia con

ribavirina (RBV) y quimioterapia (ChT). (+), positivo; (-), negativo; u/d*, indetectable.
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hallazgos histoldgicos observados a lo largo del estudio. Tincion de hematoxilina-eosina. a) Infiltrado inflamatorio
lobular compuesto principalmente de neutréfilos, compatible con hepatitis aguda, observado a 1 afio y 6 meses
post trasplante (aumento original 40X). b) Infiltrado inflamatorio denso compuesto principalmente de linfocitos con
necrosis fragmentaria, compatible con hepatitis crénica observada concomitantemente con la deteccion de ARN
de HEV (10X). c) Dilatacién sinusoidal con megacariocitos compatibles con hematopoyesis extramedular,

\condici()n usual en pacientes con enfermedades hematoldgicas como el linfoma de Burkitt (20X). )

Los siguientes 3 meses el paciente presentd una oscilacion en el nivel de enzimas hepaticas
y una nueva biopsia hepatica mostré un infiltrado compuesto principalmente de linfocitos con
necrosis fragmentaria (Fig. 2b), compatible con una etiologia viral. Las pruebas seroldgicas
para HEV evidenciaron la presencia de IgG especifica y anticuerpos IgM. Que en conjunto
con la deteccion de ARN de HEV en muestras de heces y suero del paciente, confirmaron la

infeccion por HEV en el paciente.

El ARN de HEV permanecié detectable de manera constante en el paciente durante al menos
tres meses (noviembre a febrero de 2016). La secuenciacion y el analisis filogenético
agruparon al aislado dentro del HEV-3 (Fig. 3), muy relacionado con cepas de suinos y

humanos aislados previamente en Uruguay (91-93% de identidad de nt y aa).

En febrero de 2017, considerando el nivel de enzimas hepaticas alterado (Fig. 1), la evidencia
histol6gica de biopsia hepatica y la deteccion molecular compatible con una infeccién por
HEV. Se sospecha de una infeccién cronica por parte del virus en cuestion, por lo que se inicia
el tratamiento con ribavirina (RBV). Luego de 9 semanas del mismo, se logra la eliminacion
de HEV (Fig. 4) acompafiado con una reduccion aguda y posterior normalizacion de los niveles
de enzimas hepéticas (Fig. 1), lo que sugirié que el HEV desempefiaba un papel crucial en el

desarrollo de la enfermedad hepatica.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en la regién genémica de 287 pb del ORF1. Generado con el algoritmo

de neighbor-joining y utilizando Tamura-Nei como modelo evolutivo. Se realizaron 1000 réplicas de

boostrap para garantizar la robustez de los nodos. En negrita se muestra la cepa de HEV-3 aislada del

paciente (HEV-BL).

El ARN viral permanecié indetectable en suero y heces durante el seguimiento hasta 24

semanas después de la terapia (Fig. 4), lo que denota una evolucion positiva al tratamiento

con ribavirina (RBV). Sin embargo, durante el mismo se detectd una reactivacion de la

infeccién por el Virus de Epstein-Barr (EBV) y, concomitantemente, una biopsia hepética

proporciond evidencias de un trastorno linfoproliferativo, correspondiente a una leucemia

linfoblastica de Burkitt, que esta relacionada etiolégicamente con EBV. Sin embargo, no se

puede establecer si tal observacién responde a una relaciéon causal o casual, a pesar de que

la infeccién crénica por HEV se la ha asociado a diversas malignidades hematol6gicas.

Después del tratamiento antiviral y la quimioterapia, nuestro paciente tuvo una recuperacion

completa sin secuelas.
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Figura 2. Cuantificacion de carga viral de HEV mediante real time PCR, donde se amplifica un fragmento en la
region de solapamiento entre ORF2 y 3 del genoma. Muestras de suero del paciente recolectadas
mensualmente, conteniendo ARN detectable la primer muestra (M1: 1,0x10° N° de copias/uL) previo al
tratamiento con ribavirina (RBV) y la segunda (M2: 1,0x10% N° de copias/jL), tomada una vez comenzada la
terapia. Las siguientes muestras (M3, M4, M5) no presentan un nimero de copias detectables para HEV. En
gris se observan las curvas de los Standards (std1: 4x107, std2: 4x10°, std3: 4x10°%) y el control negativo (C-).

En el presente trabajo, se describe el primer caso autéctono de HEV cronica en el Uruguay,
en un paciente trasplantado con posterior trastorno linfoproliferativo en la forma de linfoma de
Burkitt. Si bien la infeccion por HEV fue detectada durante al menos tres meses,
probablemente el virus fue la causa de la alteracién hepatica identificada en enero de 2016.

La ausencia de muestras clinicas de ese periodo impide la confirmacion de esta hipétesis.

El diagndstico clinico de la infeccidn crénica por hepatitis E es desafiante, ya que estas
infecciones son en gran parte asintomaticas y pueden diagnosticarse erroneamente como
dafio o rechazo hepéatico inducido por farmacos, ya que la apariencia histolégica en la biopsia
hepatica puede no distinguir claramente las lesiones asociadas a la replicacién viral. El caso
presentado aqui corroboré la dificultad de sospechar y diagnosticar la infeccién por HEV en
pacientes trasplantados e inmunocomprometidos. Por ello es necesario incluir este agente

viral en el diagnéstico diferencial en caso de elevacién inexplicable de los niveles de enzimas

hepaticas.
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El paciente mostré una buena evolucion luego de la terapia con ribavirina (RBV), logrando
una respuesta virologica sostenida (SVR) durante 24 semanas luego del inicio de la terapia.
Concomitantemente, se alcanz6 una normalizacién en los niveles de las enzimas hepaticas,
demostrando efectividad del tratamiento con ribavirina, cuando HEV es el agente etiol6gico
de la hepatitis.

La abrupta activacion del virus de Epstein Barr (indetectable al inicio del estudio), y posterior
desarrollo de desorden linfoproliferativo se observo luego del clearence de HEV. Sin embargo,
no se puede establecer si tal observacion responde a una relacion causal o casual, a pesar
de que la infeccién crénica por HEV se la ha asociado a la reactivacion de EBV y a diversas
malignidades hematolégicas.

Por otra parte, la cepa de HEV aislada del paciente correspondi6é a HEV-3, filogenéticamente
relacionada con cepas humanas y suinas previamente identificadas en Uruguay. En regiones
no endémicas la trasmisién zoonética parece ser la principal via de contagio y los pacientes
trasplantados constituyen una poblacion de riesgo para el desarrollo de hepatitis E crénica.
El estudio de la informacion epidemioldgica del paciente no mostré otros factores de riesgo

gue puedan explicar el origen de la infeccion.
Conclusiones

HEV es un patégeno emergente de creciente incidencia y preocupacion en la salud publica.
A pesar de ello, esta enfermedad continGa siendo subdiagnosticada en la region, lo que
presenta una dificultad para esclarecer tanto la epidemiologia como la patogénesis de este
virus. El enfoque paraclinico y diagnéstico diferencial en casos de alteracion de enzimas
hepaticas sin explicacién en pacientes con trasplante o inmunodeprimidos debe incluir al HEV
como potencial agente etiolégico. Este trabajo no solo revela el primer caso autéctono de
hepatitis crénica asociada a HEV con posterior desarrollo de trastorno linfoproliferativo
postrasplante y resalta la importancia creciente de esta infecciébn emergente, y la inminente

problematica que la misma puede causar en salud publica.
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